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RESUMEN: El desarrollo de métodos rápidos y fiables de discriminación varietal es un
objetivo básico para la mejora vegetal del olivo (Olea europaea L.). En nuestro estudio se
ha utilizado polen maduro de siete variedades españolas de olivo, así como de dos varieda-
des marroquíes, en el que ha sido analizada la expresión de dos marcadores moleculares Ole
e 1 y Cu,Zn-Superóxido dismutasa. El estudio de la expresión del alergeno mayoritario Ole
e 1 mostró que el nivel de la expresión es reducido en la variedad Arbequina. En este caso
de Cu,Zn-SOD, no fueron detectadas diferencias intervarietales significativas. Sin embar-
go, la presencia descrita de al menos cuatro isoformas del enzima en el polen del olivo de
la variedad Picual haría recomendable la utilización de técnicas de análisis enzimático.
PALABRAS CLAVE: Alergenos, Cu,Zn-Superóxido Dismutasa, microheterogeneidad, Olea
europaea L, Ole e 1, Ole e 5, olivo, variedades.
RESUMÉ: Le développement des méthodes rapides et fiables de la discrimination variétale
est un objectif pour l’amélioration végétale de l’olivier (Olea europaea L.). Dans notre
étude, on a utilisé le pollen mature de sept variétés espagnoles d’olivier et deux d’origine
marocain. Ce pollen a été utilisé pour analyser l’expression de deux marqueurs moléculaires:
Ole e 1 et Cu,Zn-Superoxide Dismutase. L’étude de l’expression de l’allergène majoritaire
Ole e 1 montre que cette expression est réduite au niveau de la variété Arbequina. Dans le
cas de CuZn-SOD, les différences détectées ne sont pas significatives. Cependant, l’existence
d’au moins quatre isoformes de cette enzyme au niveau du pollen d’olivier de la variété
Picual, rend recommandable l’utilisation des techniques d’analyse enzymatique.
MOTS CLÉS: Allergènes, CuZn-Superoxide Dismutase, microhétérogenéité, Olea europaea
L, Ole e 1, Ole e 5, olivier, variétés.
INTRODUCCIÓN
La antigüedad y la extensión del cultivo
de olivo en el mundo ha permitido la genera-
ción de un germoplasma amplio y muy varia-
do. Solo en España, existen más de 250 varie-
dades cultivadas, de las que se identifican 24
como variedades principales (BARRANCO &
RALLO, 1985). Por otro lado, un reducido nu-
mero de cultivares son predominantes por
ejemplo: Picual, Hojiblanca, Manzanilla. (BA-
RRANCO & RALLO, 1984). En Marruecos, exis-
ten menos variedades autóctonas, siendo la
variedad predominante la denominada
«Picholine marocaine». Dicha variedad cons-
tituye más del 95% de todo el patrimonio
oleícola en Marruecos. A partir de Picholine
marocaine, se han podido seleccionar seis
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2clones: Menara, Haouzia, S19, K26, M26 y
Dahbia. Además, se conocen otras varieda-
des, aunque con una baja extensión como
«Meslala». (PROGRAMME OLIVIER INRA, MARRUE-
COS, 1999). Aparte de los estudios morfológicos
en los que se ha basado hasta ahora dicha
discriminación varietal (BARRANCO, 1997), han
sido iniciadas diversas aproximaciones a nivel
molecular (FABBRI et al., 1995), en algunas de
las cuales se ha utilizado polen como material
de estudio (TRUJILLO et al., 1995).
Para este estudio, se recogió polen madu-
ro de siete variedades principales españolas:
Manzanilla, Lucio, Picual, Loaime, Hojiblanca,
Bella de España y Arbequina, así como
 dos de origen marroquí: Picholine
marocaine y uno de sus clones más repre-
sentados en el sur de Marruecos:»Menara».
Para el polen de estas variedades, ha sido
establecido un análisis de la expresión y de
las secuencias cDNAs del alergeno mayori-
tario del olivo «Ole e 1» así como un análisis
de la expresión de Cu,Zn-Superóxido
Dismutasa «Cu,Zn-SOD». Dichos marcado-
res moleculares fueron seleccionados en
base a la existencia de referencias en la bi-
bliografía sobre posible polimorfismo en su
secuencia (caso de Ole e 1) (VILLALBA et al.,
1994), o la presencia de isoenzimas (caso de
Cu,Zn-Superóxido Dismutasa) (ALCHÉ  et al.,
1998). El objetivo de este estudio ha sido la
identificación de un buen marcador molecular
que pueda servir para la discriminación
intervarietal en el cultivo de olivo.
MATERIALES Y MÉTODOS
MATERIAL VEGETAL DE ESTUDIO
En este estudio se utilizó polen dehiscente
de árboles bien caracterizados en el CIFA “Ala-
meda del Obispo” (Córdoba), correspondien-
tes a seis variedades españolas de olivo (Man-
zanilla, Lucio, Picual, Loaime, Hojiblanca y
Arbequina), así como de dos variedades de
origen marroquí (Picholine marocaine y
Menara), localizados en Tánger y la Estación
Experimental de Aïn Taoujdat  (región de
Meknès), respectivamente .
PREPARACIÓN DE EXTRACTOS CRUDOS
Los granos de polen (0.5 gr) fueron agi-
tados en 5ml de tampón Tris- HCl 10 mM pH
8.0 a 4ºC durante 8h. La solución resultante
fue centrifugada a 12000g durante 20 min y
el sobrenadante filtrado a través de una mem-
brana de 0,22mm. Después se hizo una
cuantificación de las proteínas a 595 nm se-
gún el método de BRADFORD (1976).
SDS-PAGE E INMUNOBLOTS
El análisis de los polipéptidos presen-
tes en los extractos crudos fue realizado
mediante Tricina-SDS-PAGE en geles de
acrilamida al 12% según métodos estándar
(SCHÄGER & VON JAGOW, 1987).  Los geles se
transfirieron  a una membrana PVDF utili-
zando un equipo «Mini Trans-Blot» (Bio-
Rad Laboratories) mediante voltaje constan-
te (100 V) durante 1 h a 4º C con agitación
continua y usando como tampón de transfe-
rencia una solución 25 mM Tris-HCl, 192 mM
glicina, 20 % metanol, (pH 8.4).
Para la inmunodetección de Ole e 1, la
membrana fue probada con un anticuerpo
monoclonal anti-Ole e 1 desarrollado en ra-
tón (1:500) y posteriormente un anticuerpo
secundario (anti-IgG de ratón) conjugado
con fosfatasa alcalina y diluído 1:5000 en
TBST (10 mM Tris-HCl, pH 7.4, 57 mM NaCl,
0.1% Tween-20). La detección se realizó con
el sustrato Nitro blue tetrazolium-5-bromo-
4-chloro-inodolyl phosphate (NBT-BCIP).
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AMPLIFICACIÓN MEDIANTE RT-PCR
La extracción del RNA total a partir del
polen maduro de cada variedad de estudio así
como la síntesis de los cDNAs y la PCR de Ole
e 1 han sido detalladas en (ALCHÉ et al., 1999).
Los oligos utilizados para la amplificación de
CuZn-SOD han sido diseñados en base a la
secuencia que existe en la base de datos
(GenBank AF191342). Se utilizaron 5’-
CCTGGACTTCA TGCTTCCAT-3’ como
sense y 5’-TCTTCCGCCAGCGTTTCCAGTG-
3’ como antisense. La PCR de los cDNAs
que corresponden a Cu,Zn-SOD se realizó
con 35 ciclos de 94ºC (1min), 60ºC (1min) y
72ºC  (1min).
En el caso de Ole e 1, se cortaron las ban-
das generadas en cada variedad, y se extrajo el
DNA amplificado mediante un kit especifico
(Prep-A-Gene de Bio-Rad),  que fue posterior-
mente clonado usando un sistema pGEM-T
Easy (Promega). Un mínimo de tres clones por
cada variedad fueron secuenciados en el Ser-
vicio de Secuenciación y Síntesis de Oligonu-
cleótidos del Instituto de Parasitología y
Biomedicina “López Neyra” (CSIC, Granada)
en búsqueda de microheterogeneidades en
la secuencia del alergeno. Las secuencias
obtenidas fueron analizadas mediante pro-
gramas de análisis adecuado, obteniéndose
los alineamientos correspondientes (Soft-
ware Clustal_X 1.81), y un análisis de clústers
(Software TreeView 1.6.5), que ha permitido
establecer las relaciones correspondientes
entre las variedades estudiadas.
RESULTADOS
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DEL ALERGE-
NO MAYORITARIO OLE E 1
El análisis mediante SDS-PAGE de los
extractos crudos obtenidos en polen de di-
ferentes variedades de olivo dió como resul-
tado una serie de bandas (Fig. 1), con un
patrón muy similar en todas las variedades
analizadas. Es posible sin embargo apreciar
alguna diferencia cuantitativa clara en un
grupo de polipéptidos con un peso molecular
en un rango comprendido entre 17 y 20 kDa
que corresponden al alergeno mayoritario
Ole e 1 en sus tres formas de glucosilación
descritas previamente (ver introducción).
Así, las proteínas de este grupo son relati-
vamente abundantes en los extractos corres-
pondientes a las variedades españolas con
excepción de Arbequina, que presenta nive-
les reducidos de estas formas proteicas. Los
extractos de variedades marroquíes (Picholine
marocaine y Menara) muestran niveles simila-
res a los de las variedades Loaime, Picual, Lu-
cio y Manzanilla de Sevilla.
La detección del alergeno Ole e 1 en
inmunoblots se ilustra en la Figura 2. El anti-
cuerpo monoclonal específico frente a esta
proteína reconoció hasta tres bandas
proteicas con pesos moleculares situados
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FIGURA 1. Tricine-SDS-PAGE 12% teñido con
azul coomasie de los extractos crudos de polen
de las variedades españolas y marroquíes de
estudio. En cada calle han sido cargadas 30mg
de proteínas totales.
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4en un rango entre 17 y 20 kDa (flechas a,b,c),
que como ha sido mencionado anteriormen-
te, corresponden a tres variantes del alergeno
mayoritario con diferente grado de
glucosilación. Todas las variedades exami-
nadas muestran la presencia de bandas
reactivas al anticuerpo. Sin embargo, la in-
tensidad de la señal se correlaciona estre-
chamente con la intensidad de las bandas
descritas en los geles teñidos con Coomassie
(Fig. 1), es decir: menor intensidad relativa
en el extracto de la variedad Arbequina, y
cantidades relativas similares para el resto
de las variedades.
Los niveles de transcritos correspon-
dientes al alergeno mayoritario del olivo Ole
e 1 fueron analizados mediante RT-PCR en
polen de las variedades estudiadas (Fig.  3A).
El gel muestra que dichos niveles son simila-
res en seis variedades (Picholine marocaine,
Menara, Lucio, Picual, Loaime y Hojiblanca),
mientras en Arbequina no se detectó la se-
ñal porque el número de ciclos de amplifica-
ción  fue mínimo. La figura 3B presenta un
control realizado con objeto de ratificar que
la cantidad de mRNA de partida para cada
una de las muestras es idéntica, puesto que
se observa que la intensidad de las bandas
resultantes de la amplificación de ubiquitina
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FIGURA 3. Análisis en gel de agarosa 1.5% en TAE de los productos amplificados mediante RT-PCR
correspondientes a los transcritos de Ole e 1 en polen de las variedades españolas ymarroquíes de
estudio. (B): Análisis en gel de agarosa 1.5% en TBE del los productos amplificados mediante RT-PCR
correspondientes a los transcritos de ubiquitina desde la forma monómerica hasta la forma pentámerica
en polen de las variedades estudiadas.
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FIGURA 2. Inmunoblot correspondiente al gel de
la figura 1, tratado con un anticuerpo monoclonal
frente al alergeno mayoritario de olivo (Ole e 1).
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de la forma monómerica hasta la forma
pentámerica es similar en todas las muestras.
ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LA CU,ZN-
SUPERÓXIDO DISMUTASA
El análisis mediante SDS-PAGE (Fig. 1)
de los extractos crudos obtenidos en polen
de las  variedades de estudio no permitió
determinar con precisión la banda que co-
rresponde a la Cu,Zn-SOD, con un peso
molecular  estimado de 16 kDa. No se dispo-
ne de un anticuerpo adecuado anti CuZn-
SOD de plantas, por lo que no se realizaron
experimentos de inmunoblot que pudieran
corroborar dicha expresión.
La figura 4 ilustra el análisis de los nive-
les de transcritos de Cu,Zn-SOD mediante
RT-PCR usando el mismo control de
ubiquitina (Fig. 3B). El gel muestra que di-
chos niveles son similares en el polen de
todas las variedades de estudio.
ANÁLISIS DE LAS MICROHETEROGENEIDA-
DES EN EL ALERGENO MAYORITARIO OLE E 1
Las secuencias obtenidas para los dis-
tintos clones del alergeno Ole e 1 han sido
remitidos a la base de datos GenBank, en
donde serán próximamente accesibles. Los
análisis establecidos mediante el uso de pro-
gramas especificos (Clustal X, Treeview),
permiten detectar un nivel elevado de
microheterogeneidad en las secuencias de
Ole e 1 obtenidas mediante RT-PCR, princi-
palmente en la región 5' codificante. Dichas
microheterogeneidades consisten en cam-
bios de bases y deleciones que no afectan
en muchos casos a la secuencia aminoacídica.
Por otra parte, se puede mencionar que el nivel
de variabilidad intravarietal es significativa-
mente menor que la variabilidad que existe en-
tre variedades (Fig. 5).
DISCUSIÓN
Los resultados obtenidos, indican que la
expresión del alergeno mayoritario de olivo Ole
e 1 y de la Cu,Zn-Superóxido Dismutasa está
en general bastante conservada en las varie-
dades utilizadas en este estudio, por lo que
resulta muy difícil la discriminación entre
variedades de España y de Marruecos en
base únicamente a estos parámetros. Por el
contrario, el análisis de las secuencias obte-
nidas mediante RT-PCR de Ole e 1 ofrece más
datos sobre el nivel del polimorfismo que
existe y también sobre  el nivel de
microheterogeneidad inter e intravarietal. En
estudios anteriores (VILLALBA  et al, 1994) di-
cho polimorfismo nunca ha sido atribuído a
la composición varietal del polen de partida,
puesto que en dichos estudios se utilizó
polen comercial con composición varietal
indefinida. El procedimiento utilizado en este
trabajo confirma que las microheterogenei-
dades detectadas en las secuencias de Ole e
1 están relacionadas directamente con el ori-
gen varietal del polen. Además, posibilita la
utilización del alergeno Ole e 1 como un buen
marcador molecular para la discriminación en-
tre las variedades del olivo. Los cultivares con
bajo contenido alérgico o con alergenicidad
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FIGURA 4. Análisis en gel de agarosa 1.5% en
TBE de los productos amplificados mediante RT-
PCR correspondientes a los transcritos de
Cu,Zn-SOD en polen de las variedades españo-
las y marroquíes de estudio.
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6diferencial  pueden tener diferentes aplicacio-
nes entre ellas la elaboración de vacunas
alérgicas, el uso ornamental y su cultivo en
zonas densamente pobladas sin que puede
provocar ningún tipo de riesgo al nivel sani-
tario. Al contrario, la Cu,Zn-SOD no se pue-
de considerar inicialmente como un buen
marcador molecular, excepto si se logra con-
firmar mediante un análisis enzimático ade-
cuado que  existen diferencias a nivel de las
formas isoenzimáticas detectables en polen
de cada variedad de olivo estudiada.
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